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UNARY EXAMINATION REPORT 



_ ^national application No. 

INTERNATIONAL PI __ 
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I. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
|~| the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-9 . as originally filed 

pages , filed with the demand 



pages , filed with the letter of 



the claims: 

pages , as originally filed 

pages , as amended (together with any statement) under article 1 9 

pages , filed with the demand 

pages 10-11 ' fi le(i wilD me * etter °f 12.10-2001 
^ the drawings: 

pages i - 5 , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



1 | the sequence listing part of the description: 

pages , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language Engl i sh which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 



| I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rules 55.2 and/ 
1 — 1 or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 
[ ] filed together with the international application in computer readable form. 
[ j furnished subsequently to this Authority in written form. 
| Jj furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
' — ' international application as filed has been rurnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

4. | 1 The amendments have resulted in the cancellation of: 

| ] the description, pages 
| | the claims, Nos. 



| | the drawings, sheet/fig 



_ I — I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
3 I — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2 (c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are annexed to this report since thex do not contain amendments (Rules 70. 16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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citations and explanations supporting such statement 
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Novelty (N) 



Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 
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Citations and explanations (Rule 70.7) 

The present examination report concerns the amended claims 
filed 12-10-2001. These claims have been changed to focus on a 
method for introduction/extraction of bioparticles into/ from a 
membrane-enveloped structure instead of the device or such a 
method, which was the main subject of the original claims. 

Reference is made to the following documents: 

Dl- Biophysical Journal, Volume 71, August 1996, 

Timothy E . Vaughan et al, ""Energetic Constraints 
on the Creation of Cell Membrane Pores Magnetic 
Particles" page 616 - page 622 

D2- Bioclectrochemistry and Bioenergetics , Volume 46, 
1998, Timothy E. Vaughan et al, 'Molecular change 
due to biomagnetic stimulation and transient 
magnetic fields: mechanical interference 
constraints on possible effects by cell membrane 
pore creation via magnetic particles" 
page 121 - page 128 

Dl and D2 both describe the hypothesis that magnetic particles 
in the body can cause pores in the cell membranes when exposed 
to a pulsed magnetic field. There is however no clear 
indication in the documents that such creation of pores could 
be used for the purposes named in the present application, 
i e. introducing/extracting bioparticles into/from biological 
membrane-enveloped or specific lysis of cells. Therefore Dl 
and D2 are considered to describe the general state of the 
art . 
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Supplemental Box 

(To be used when Ihe space in any of the preceding boxe s is not sufficient) 
Continuation of: V 

No document describing the method of claims 1-9 ^he device 
performing it (claims 10-11) has been found and the invention 
according 9 to claims 1-11 is novel and involves an invntiv 
step. 
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CLAIMS 



1. A method for introduction or extraction of 
bioparticles into/from biological membrane-enveloped 
5 structures, comprising: 

applying a magnetic alternating field to a sample 
comprising biological membrane -enveloped structures and 
magnetically susceptible particles, whereby an increase 
of the thermal and/or kinetic energy of said magnetically 
10 susceptible particles causes the formation of pores in 
said biological membrane -enveloped structures, 

which pores allows the introduction or extraction of 
bioparticles into/from said biological membrane -enveloped 
structures . 

15 2. A method according to claim 1, wherein said 

magnetic field has an alternating field direction of a 
frequency in the range 1-5 MHz . 

3. A method according to claim 1 or 2, wherein said 
magnetic field has a field strength of 1 mT. 

2 0 4. A method according to any one of claims 1-3, 

wherein said magnetic field is non- homogeneous and has an 
alternating gradient field direction, the direction of 
said alternating gradient field being generated by two 
coils, and said sample is inserted between the coils . 

25 5. A method according to claim 4, wherein said coils 

are supplied with alternating currents of different 
frequencies . 

6. A method according to claim 4, wherein said coils 
are supplied with either the positive or the negative 

30 part of the supplied alternating current. 

7. A method according to any one of claims 1-6, 
wherein said bioparticles are selected from the group 
comprising DNA molecules, RNA molecules, proteins, other 
biopolymers, pet ides ,< chemical preparations, organic 

35 compounds, inorganic compounds or synthetic polymers or 
combinations thereof . 
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8. A method according to any one of claims 1-7, 
wherein said biological membrane-enveloped structures are 
selected from the group comprising of body tissues, 
cells, bacteria, virus particles, organelles at a 
subcellular level, liposomes or proteins. 

9. A method according to any one of claims 1-8, for 
use for specific lysis of cells. 

10. A method according to any one of claims 1-8, for 
use for modifying the genetic code of a host cell and/or 
metabolism. 

11. A device for performing the method as defined in 
any one of claims 1-10, comprising at least one coil for 
generating a magnetic alternating field, optionally, a 
thermostat for accurate temperature control of said at 
least one coil, a means for variabel and accurate timing 
control of the time during which said alternating current 
is on and during which a sample to be treated is exposed 
to said applied magnetic field, and control system for 
accurate setting of strength and frequency of said 
alternating current. 
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(43) International Publication Date (10) International Publication Number 

15 March 2001 (15.03.2001) PCT WO 01/18168 Al 



(51) International Patent Classification' 7 : C12M 1/42, 
C12N 13/00 

(21) International Application Number: PCT/SE00/01743 

(22) International Filing Date: 

7 September 2000 (07.09.2000) 

(25) Filing Language: Swedish 

(26) Publication Language: English 

(30) Priority Data: 

9903183-3 8 September 1999 (08.09.1999) SE 

9903185-8 8 September 1999 (08.09.1999) SE 

9903187-4 8 September 1999 (08.09.1999) SE 
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(54) Title: DEVICE FOR INTRODUCING PORES INTO BIOLOGICAL MATERIALS 




(57) Abstract: The present invention 
relates to a device for creating pores in a 
biomaterial, such as a cell or tissue in a 
. sample. The device uses an alternating 
magnet ic field that increases th 
thermal or kinetic energy of magn tic 
particles present in the sampl . The 
magnetic particles then create pores 
in the membrane surrounding the 
biostructure. Subsequently, the pores 
may be employed for the introduction 
of particles into the biostructure. In 
preferred embodiments the device is 
equipped with temperature control. 
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amendments. 



For two-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid- 
ance Notes on Codes and Abbreviations" appearing at the begin- 
ning of each regular issue of the PCT Gazette. 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 



IPC7: C12M 1/42, C12N 13/00 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC7: C12M, C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 

SE,DK,FI,N0 classes as above 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



Q DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



Biophysical Journal, Volume 71, August 1996, 

Timothy E. Vaughan et al, "Energetic Constraints 
on the Creation of Cell Membrane Pores by Magnetic 
Particles" page 616 - page 622 



Bioclectrochemistry and Bioenergetics, Volume 46, 
1998, TimothyE. Vaughan et al, "Molecular change 
due to biomagnetic stimulation and transient 
magnetic fields: mechanical interference 
constraints on possible effects by cell membrane 
pore creation via magnetic particles" 
page 121 - page 128 
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| 1 Further documents are listed in the continuation of Box C. | | See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

*E* earlier application or patent but published an or after the international 
filin g date 

*L* document which may throw doubts on priority daim(s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

*O m document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 



*P* document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

*X* document of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

*Y* document of particular relevance: the daimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

'St? document member of the same patent family 
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B x I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2Xa) for the following reasons: 

I. Q Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2- (3 Claims Nos.: 1-11 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see next sheet 



3. Q Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 * IZ3 AsaiI ^^rcd additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. Q As all searchable claims could be searched without effort justi tying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. Q As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant this international search report 

covers only those claims for which fees were paid specifically claims Nos.: 



4. Q No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
restricted to the inventi n first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark n Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Present claims 1-11 relate to an apparatus defined by- 
reference to a desirable characteristic or property, achieved 
by generating an alternating magnetic field in the apparatus. 
Thereby, pores in biological structures covered by membranes 
are created by magnetic particles present in a sample. The 
claims cover all apparatus having this characteristic or 
property, whereas the application provides support within the 
meaning of Article 6 PCT and / or disclosure within the 
meaning of Article 5 PCT for only a very limited number of 
such apparatus* In the present case, the claims so lack 

) support, and the application so lacks disclosure, that a 
meaningful search over the whole of the claimed scope is 
impossible. Independent of the above reasoning, the claims 
also lacks clarity (Article 6 PCT) . An attempt is made to 

j define the apparatus by reference to a result to be achieved. 
Again, this lack of clarity in the present case is such as to 
render a meaningful search over the whole of the claimed scope 
impossible. Consequently, the search has been carried out 
based on the disclosures of the description. 
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ANORDNING FOR I NTRQDUKT I ON AV PORER I B IOLOGISKA MATERIAL 



Tekni skt omr&de 

Foreliggande uppfinning hanfor sig till en anordning 
for anvandning vid bl.a. molekylarbiologiskt arbete. 
Tekni sk bakarund 
5 Inom f orskningsomradena bioteknik och biomedicin ar 

det ofta nodvandigt att fora in en storre molekyl eller 
en biopartikel i en biologisk struktur, sasom t.ex. en 
bakteriecell . Celler och aven virus har en yttre barriar 
som skydd mot omgivningen och dessutom ett selektivt 

10 transportsystem for naringsamnen . For att forcera 
naturliga skyddsmekanismer och fora in ett for 
milorganismen icke onskvart amne kravs darfor n&gon typ 
av kemisk eller fysisk behandling av malcellen. Exempel 
pa teknologier for att forcera cellers yttre cellmembran, 

15 och i forekommande fall aven cellvagg, at erf inns inom 
f orskningsomradena genteknik och molekylarbiologi . 

Dei ett nytt arvsanlag overfors till en speciellt 
utvald vardcell benamns tekniken transformation eller 
transf ektion. Det finns ingen generell metod som kan 

20 anvandas pa samtliga celltyper, utan for varje celltyp 
och andamal finns en teknik. Det ar vidare inte mojligt 
att transformera alia celltyper med de tekniker som finns 
tillgangliga idag. 1970 rapporterade Mandel och Higa, 
(J-. Mol. Bio. 53: 159-162) att E. coli-celler vilka 

2 5 forbehandlats med CaCl 2 kunde formes att ta upp frammande 

DNA vid en temperaturchock . Metoden har sedan dess 
fortlopande utvecklats (se bl . a US-patentansokan 
US97/01788) . Genom att under en fraktion av en sekund 
utsatta celler for en elektrisk puis med hog spanning 
30 oppnas porer i cellmembran s.k., elektroporering 

(Zimmerman et al . J. Membr. Biol. 67: 165-82 (1983), 
vilket utnyttjas frekvent som transf ormat ionsteknik . 
Bakterier, jast och i vissa fall aven mammalieceller och 
vaxtceller gkr under speciella forh&llanden att 

3 5 transformera med hjalp av elektroporering. Aven i detta 
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fall pkgkr en fortlopande utveckling av tekniken (se 
patentansokningar US97/16721, US98/16042) . I b&da de ovan 
beskrivna metodikerna oppnas cellholjet tillrackligt 
lange for att DNA-molekylen skall kunna ta sig in i 
5 cellen. Den tredje och senast utvecklade metoden for 

transformation ar s . k. lipofection (Old and Primrose, i 
Principles of gene Manipulation: An Introduction to Gene 
Manipulation, Blackwell Science (1995) ) dar det frammande 
DNA: t innesluts i/binder till en katjonisk liposom vilken 

10 fuserar med det yttre membranet pk m&lcellen. Vidare 
finns ytterligare en kommersiell teknik for 
transformation av vaxtceller dar en for andam&let utvald 
del av vaxten bombarderas med sma guldkorn vilka ar 
preparerade med den frammande genen (Boynton J.E. et . 

15 Science 240, 1534-1538, 1988) . Sadan genoverf oring har 
utvecklats for transformation av andra vavnader, sasom 
bakterier, svamp, insekt och mammlieceller (Johnston S.A. 
Nature 346, 776-777, 1990). 

Det ar i ovan beskrivna t illampningar som foreliggande 

20 uppf inning har ett stort anvandningsomr&de . Det ar dock 

fullt mojligt att anvanda anordningen enligt uppfinningen 
for inforandet av andra exogena material i t illampningar , 
slisom direkt overforing av proteiner, RNA-molekyler , 
fettsyror, peptider, lakemedel m.m, for studier av 

25 specif ika cellers och virus respons . Vidare ar 

anordningen enligt uppfinningen sarskilt lamplig for 
lysering av celler i syfte att utfora lysering samt 
identif iering och isolering av specifika cellulara 
komponenter i ett och samma f orf arande . 

3 0 Sammanf attning av uppfinningen 

S&ledes avser foreliggande uppf inning en anordning, 
kannetecknad av att den inneh&ller minst en spole, i 
vilken ett magnetiskt alternerande fait kan alstras och i 
vilken ett prov kan inforas, dar namnda magnet iska fait 

35 orsakar en okning av den termiska och/eller kinetiska 
energi hos magnetiskt paverkbara partiklar som finns i 
namnda prov, varvid de namnda partiklarnas okade termiska 
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och/eller kinetiska energi orsakar bildandet av porer i 
biologiska membranomslutna strukturer som finns i namnda 
prov, varvid namnda porer till&ter inforsel eller 
utforsel av biopartiklar i namnda biologiska 
5 membranomslutna strukturer. 

Uppfinningen avser ocksS ett forfarande dar en 
anordning enligt uppfinningen utnyttjas for specif ik 
lysering av celler. Uppfinningen avser dessutom ett 
forfarande dar en anordning enligt uppfinningen speciellt 
10 utnyttjas for forandring av en vardcells arvsanlag 
och/eller metabolism. 
Kort beskrivnina av ritningar 

Fig. 1 visar en principskiss av anordningen enligt 
f oreliggande uppf inning . 
15 Fig. 2 visar ett exempel pa en elektronisk 

strommatarkrets . 

Fig. 3 visar ett exempel pa en spoles uppkoppling. 

Fig. 4 visar ett exempel pa en magnetiskt p&verkbar 
partikel . 

2 0 Fig. 5 visar en anordning som kan frambringa ett 

gradientf alt . 

Detain erad beskrivning av uppfinningen 

Enligt en aspekt av uppfinningen ar anordningen 
kannetecknad av att namnda magnetiska fait har en 

2 5 alternerande faltriktning med en frekvens inom 

intervallet 1 till 5 MHz. 

Enligt en annan aspekt ar anordningen kannetecknad 
av att namnda magnetiska fait har en faltstyrka pa minst 
1 mT. 

3 0 Enligt ytterligare en aspekt ar anordningen 

kannetecknad av att namnda magnetiska fait ar icke- 
homogent och har en alternerande gradientf altsriktning, 
varvid namnda alternerande gradient fait s riktning ar 
genererad av 2 spolar, samt sagda prov infort mellan 
3 5 spolarna. 



\ 

PCT/SE00/01743 
07-09-2000 

4 

Enligt annu en aspekt ar anordningen enligt 
uppfinningen kannetecknad av att namnda spolar matas med 
vaxelstrom med olika frekvenser. 

Enligt ytterligare en aspekt ar anordningen 
5 kannetecknad av att namnda spolar matas med antingen den 
positiva eller den negativa delen av den matade 
vaxel st rommen . 

Enligt annu en aspekt ar anordningen kannetecknad av 
att den ar utrustad med en termostat for noggrann 
10 temperaturkontroll av namnda spole eller spolar och/eller 
namnda prov. 

Enligt en annan aspekt ar anordningen kannetecknad 
av att den ar utrustad med en variabel tidsinstallning 
for noggrann kontroll av den tid under vilken namnda 
15 vaxelstrom ar pk, under vilken namnda prov utsattes for 
namnda palagda magnetfalt. 

Enligt en annan aspekt ar anordningen kannetecknad 
av att den ar utrustad med ett reglersystem for noggrann 
installning av styrka och frekvens pk namnda vaxelstrom. 

2 0 De biologiska membranomslutna strukturerna utgors 

bl.a. av kroppsvavnad, celler, bakterier, viruspartiklar , 
organeller pa sub-cellular niv&, liposomer eller 
proteiner . 

De biopartiklar som ar lampliga for 
25 inf orsel/utf orsel i membranomslutna strukturer ar bl.a. 
DNA-molekyler, RNA-molekyler , proteiner, andra 
biopolymerer , peptider, kemiska preparat , organiska 
foreningar, oorganiska foreningar eller syntetiska 
polymerer eller kombinationer darav . 

3 0 Tekniken som uppfinningen bygger delvis pa ar en 

kombination av magnetonanoteknologi och peptidkemi. En 
magnetisk p&verkbar partikel med en storlek pk mellan ett 
tiotal mikrometer och en nanometer utnyttjas som reagens 
i tekniken. Da en s&dan partikel utsatts for ett visst 
35 magnetiskt fait fks den dels att vibrera dels att alstra 
varme. Figur 1 visar en principskiss over foreliggande 
uppf inning. Det biologiska provet blandas med ett for 

loco c . :■ ■ : \^c\r^..w< \?'r j:;ccc„ 34_r:0C0 - 0o- so „b4c c:oc 
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andam&let avsett reagens varefter det placeras i 
provhlillare (a) . Onskvard styrka och frekvens justeras 
for den magnetiska kalian (b) varefter onskad temperatur 
pk kylelementet (c) justeras. Den magnetiska kalian ar 
5 antingen en spole eller tvS. spolar varvid provet placeras 
mellan dem enligt Figur 5. Den magnetiska kalian samt 
provh&llaren ar inneslutna i en isolerad enhet i vilken 
temperaturen bestams av kylelementet. For att sakerstalla 
ratt temperatur i provh&llaren kan en temperaturgivare 

10 (d) vara inkopplad i systemet . Variablerna temperatur, 
magnetf altets styrka och frekvens samt tid for 
behandlings intervall styrs och kan foljas via en digital 
display (e) . 

Figur 2 visar ett exempel pa en elektronisk 

15 strommatarkrets som innehaller en oscillator (1) baserad 
pa kretsen XR2206, vars utsignal (2) forstarks av ett 
ef fektforstarkarsteg (3), som baseras pa kretsen PBD 
3548/1, vars utsignal (4) kan driva en vaxelstrom (1MHz, 
2 A) genom en eller flera spolar. Ett exempel pa namnda 

20 spoles uppkoppling visas i Figur 3, med en 

svangningskrets bestaende av ett 2 Q mot stand (6) , en 
0,50 nF kondensator (7) och en 50 spole (8), namnda 
krets matad med vaxelstrom (5) . For en fackman ar det 
uppenbart att ovan beskrivna exempel illustrerade i Figur 

2 5 2 och Figur 3 enkelt kan modifieras och att samma 

resultat kan erhallas via olika alternativa uppkopplingar 
och spolar. 

Exempel pa magnetiskt material som utnyttjas i 
forfarandet enligt uppfinningen finns beskrivna i 
30 patentlitteraturen t.ex. US 4 323 056 (Borelli et al) . 
Den magnetiskt paverkbara partikeln och en mojlig 
konf iguration illustreras vidare i Figur 4. Den 
magnetiskt paverkbara karnan 9 i partikeln bestir i 
huvudsak av magnetit (jarnoxid) . Partikel ar vidare tackt 

3 5 med ett yttre lager 10 bestaende av en derivatiserad 

polymer (Dextran) , eller ett monolager alternativt bi- 
lager av derivatiserade fettsyror. Valet av vilken typ 
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(antal aminosyra- eller kolhydratenheter och sekvens) av 
ligand 11 som anvands for derivatiseringen anpassas 
individuellt for varje tillampning av den magnet iskt 
p&verkbara partikeln, vars effekt kan forstarkas 
5 ytterligare genom att dess yta vidare modifieras med en 
eller flera ef f ektormolekyler 12. 

Genom att tillsatta namnda partiklar till en 
cellsuspension och darefter utsatta cellen for ett 
magnet fait med alternerande faltriktning listadkoms en 

10 momentan uppvarmning av det medium som omger varje 
magnetiskt p&verkbar partikel. Varmen inducerar en 
temperaturchock i cell och cellmembran vilket orsakar 
tillfalliga oppningar i cellmembranet . Varmen induceras 
snabbt och homogent i hela provet vilket gor att provet 

15 och cellerna kan utsattas for behandling under en kort 
tid vilket okar overlevnadsf rekvensen hos de utsatta 
cellerna. I Exempel 1 beskrivs transformation av 
Escherichia coli. 

Vid traditionellt transf ormationsf orf arande med en 

20 temperaturchock utsatts provroret med cellsuspensionen 
for en hogre omgivande temperatur (42°C) varvid det 
uppstltr en temperaturgradient fran provrorsvaggen och 
inat i provet, vars uppbyggnad kraver en langre 
tids&tgang an metoden enligt foreliggande uppfinning och 

25 vilket vidare innebar att de celler som befinner sig 

narmast cellvaggen exponeras for den hogre temperaturen 
under en langre tid an de i mitten av roret . S&ledes 
kommer en del av cellerna do pa grund av den forhojda 
temperaturen medan en fraktion av cellerna forblir 

3 0 obehandlade. Metoden enligt foreliggande uppfinning 

kringg&r detta problem via den momentana uppvarmningen 
kring varje partikel i provbehallaren. Effekten 
forstarks om partikeln dessutom dirigeras direkt till 
cellernas holje via ligandmolekylerna pa partikelns yta. 

3 5 Detta ar en stor fordel jamfort med konventionella 

transf ormeringsf orf arande dar balansen mellan varmechock 
och celldod ar viktig for slutresultatet . 
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Vidare kan det magnetiska faltets faltstyrka 
varieras i rummet, ett s.k. gradient fait som i 
kombination med alternerande faltriktning orsakar 
mekaniska vibrationer (kinetisk energi okar) i 
5 partiklarna vilket i kombination med varmeutstrilningen 
(termisk energi) forstarker partiklarnas Averkan pk 
cellmembranet som omger alia celler (samt cellvagg i de 
fall det existerar) . Foreliggande uppf inning beskriver en 
helt ny metod med induktion av varme eller med en 

10 kraftfull introduktion av skjuvningskraf ter eller en 
kombination darav. Skjuvningskraf terna initierar 
dislokationer i cellmembranet p.g.a. mekanisk utmattning 
vilket leder till brott i cellmembran (och cellvaggar i 
de fall dk malcellen ar t.ex. en bakterie) . Forfarandet 

15 bygger pk anvandandet av ett vaxlande externt p&lagt 

gradient magnetf alt . Ett gradientfalt astadkoms med minst 
tva spolar dar namnda spolar mat as med antingen den 
positiva eller den negativa delen av den matade 
vaxelstrommen alternativt matas namnda spolar med 

2 0 vaxelstrom med olika frekvenser. En anordning som kan 

frambringa ett gradientfalt finns beskriven i Figur 5 . 
Funktionsprincipen bygger pk att tv& spolar (A) och (B) 
(med eller utan ferritkarna) ar placerade mitt emot 
varandra enligt Figur 5. En kontrollenhet (C) styr 

2 5 strommen genom spolarna sk att spolarna endast en i taget 

har en strom som flyter genom dess lindningar. Denna 
stromalternering, vars frekvens styrs med oscillatorn 
(OSC) , medfor att spolarna vaxelvis skapar 
gradientmagnetf alten (D) och (E) med olika 
30 gradientriktningar . En magnetiskt p&verkbar partikel (P) 
belagen mellan spolarna kommer att erfara ett 
gradientmagnetf alt med periodiskt alternerande riktning, 
vilket kommer att inducera en mekanisk vibration. 
Alternativt kan ett gradientfalt skapas dk de tvli 

3 5 spolarna matas med strom av tvli olika frekvenser. 

Skillnaden i frekvens mellan strommen i de tv& spolarna 
styr frekvensen pk gradientens vaxling. 
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Genom att lkta den magnetiska behandlingen aga rum 
under en kort tid skapas f orutsattningar for ett hogt 
antal overlevande celler efter behandlingen. Under tiden 
som cellholjet ar oppet skall den molekyl som skall 
5 transf ormeras in i cellen. For att optimera denna 
procedur kan aven namnda molekyl dirigeras till 
cellholjet. Bctda processerna genomfors genom att koppla 
igenkanningsmolekyler for inbindning dels till cellytan 
och dels till sagda molekyl pk en och samma 
10 f erromagnetiska partikel . Molekyler vilka ph biokemisk 
basis kan kanna igen och binda in till biologiska 
strukturer av olika slag kan till exempel vara korta 
syntetiska peptider, delar av en antikropp eller ett 
enzym. 

15 Genom att koppla en igenkanningsmolekyl for ett 

mlilprotein, t.ex. ett rekombinant protein, till de 
magnetiskt p&verkbara partiklarna kan anordningen enligt 
uppfinningen utnyttjas for lysering och specif ik 
upprening av namnda malprotein i ett och samma 

2 0 forfarande. I jamforelse med alternativa 

lyseringstekniker (framforallt enzymatisk och mekanisk 
lysering) i kombination med ett eller flera 
uppreningssteg sparas vid anvandandet av anordningen 
enligt uppfinningen framforallt tid men aven material. 

2 5 Anordningen enligt uppfinningen kan med fordel 

anvandas till dels t r ans format ions f or f arande och dels 
till upprening av specifika cellkomponenter vilket gor 
namnda anordning unik. Oavsett andamal bor forfarandet 
aga rum under det att spolarna halls vid konstant 

3 0 temperatur varfor ett kylelement och ett 

temperaturreglage skall inforlivas med den reglerbara 
magnetiska utrustningen . Vidare ar det en fordel for 
apparaturens olika potentiella tillampningsomr&den att 
magnet faltets styrka, frekvens samt den tid provet 
3 5 utsatts for behandlingen ar variabla. 
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EXEMPEL 1; 

Foljande exempel beskriver en metod for transformation av 
Escherichia coli (E.coli) med pUC18 plasmid: 

100 ul kompetenta E.coli celler blandas vid 0°C med 
500|ig pUC18 lost i 30 [il 0.05 M CaCl 2 . Provet fors ner i 
provbeh&llaren i anordningen enligt uppfinningen och 
inkuberas under 3 0 min vid 0° C i spolen. Provet 
behandlas darefter i 30 sekunder vid 1MHz, 2A. Till 
provet satts 1 ml steril LB-broth (LB-bul jong) varefter 
provet inkuberas i vattenbad under 1 h vid 3 7° C. 
Cellerna sprids darefter ut p& agarplattor inneh&llande 
selektionstryck, 50 jag/jal ampicillin, for att endast de 
trans formerade bakterierna skall erhillas. Forsoket skall 
inkludera ett referensprov som inte inneh&ller pUC18 for 
att bedoma overlevnad samt transf ormationsf rekvens . 
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PATENT KRAV 



1. Anordning, kannetecknad av att den 
inneh&ller minst en spole, i vilken ett magnet iskt 
5 alternerande fait kan alstras och i vilken ett prov kan 
inforas, dar namnda magnetiska fait orsakar en okning av 
den termiska och/eller kinetiska energi hos magnetiskt 
p&verkbara partiklar som finns i namnda prov, varvid de 
namnda partiklarnas okade termiska och/eller kinetiska 
10 energi orsakar bildandet av porer i biologiska 

membranomslutna strukturer som finns i namnda prov, 
varvid namnda porer till&ter inforsel eller utforsel av 
biopartiklar i namnda biologiska membranomslutna 
strukturer. 

15 2. Anordning enligt krav 1, kannetecknad 

av att namnda magnetiska fait har en alternerande 
faltriktning med en frekvens inom intervallet 1 till 5 
MHz. 

3. Anordning enligt nagot av kraven 1-2, k a n - 
20 netecknadavatt namnda magnetiska fait har en 

faltstyrka pa minst 1 mT. 

4. Anordning enligt nagot av kraven 1-3, kan- 
netecknadav att namnda magnetiska fait ar icke- 
homogent och har en alternerande gradient f alt sriktning, 

2 5 varvid namnda alternerande gradient f alts riktning ar 

genererad av 2 spolar, samt namnda prov infort mellan 
spolarna . 

5. Anordning enligt krav 4, kannetecknad 
av att namnda spolar matas med vaxelstrom med olika 

3 0 frekvenser. 

6. Anordning enligt krav 4, kannetecknad 
av att namnda spolar matas med antingen den positiva 
eller den negativa delen av den matade vaxelstrommen. 

7. Anordning enligt nagot av kraven 1-6, k a n - 

35 netecknadav att den ar utrustad med en termostat 
for noggrann temperaturkontroll av namnda spole eller 
spolar och/eller namnda prov. 
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8. Anordning enligt n&got av kraven 1-7, k a n - 
netecknadav att den ar utrustad med en variabel 
tidsinstallning for noggrann kontroll av den tid under 
vilken namnda vaxelstrom ar p&, under vilken namnda prov 

5 utsattes for namnda p&lagda magnetfalt. 

9. Anordning enligt n&got av kraven 1-8, k a n - 
netecknadav att den ar utrustad med ett 
reglersystem for noggrann inst alining av styrka och 
frekvens p§. namnda vaxelstrom. 

10 10. Anordning enligt n&got av kraven 1-9, 

kannetecknadav att namnda biologiska 
membranomslutna strukturer utgors av kroppsvavnad, 
celler, bakterier, viruspartiklar , organeller pi sub- 
cellular niv&, liposomer eller proteiner. 

15 11. Anordning enligt nagot av kraven 1-10, k a n- 

netecknadav att namnda biopartiklarna ar DNA- 
molekyler, RNA-molekyler , proteiner, andra biopolymerer , 
peptider, kemiska preparat, organiska foreningar, 
oorganiska foreningar eller syntetiska polymerer eller 

2 0 kombinationer darav. 

12. Forfarande dar anordningen enligt nagot av 
kraven 1-10 utnyttjas for specifik lysering av celler. 

13. Forfarande dar anordningen enligt nagot av 
kraven 1-10 speciellt utnyttjas for forandring av 

25 vardcells arvsanlag och/eller metabolism. 
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SAMMANDRAG 



Foreliggande uppf inning ar en anordning, avsedd for 
5 bl.a. molekylarbiologiskt arbete, i vilken ett biologiskt 
prov utsatts for ett alternerande magnetiskt fait, varvid 
namnda fait genom en inducerad porbildning mojliggor 
inforsel av partiklar i biologiska membranomslutna 
strukturer i namnda biologiska prov. 
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Publiceringsf igur : Figur 1. 
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